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A presente tese será apresentada na forma de artigo científico, 
conforme estabelecido no detalhamento do artigo 51, item 03, do 
regimento do PPGO, 2012, e complementa o artigo desenvolvido 
durante o curso de Mestrado intitulada “Análise da Interface 
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RESUMO 
O objetivo deste trabalho foi avaliar, de forma subjetiva, o aspecto 
estrutural da dentina após desmineralização com ácido clorídrico (HCl) 
6M e 12M, com ou sem interação prévia com MTA/PBS, e identificar, 
quando necessário, os elementos constituintes da estrutura 
remanescente. A partir de 6 dentes bovinos, foram obtidos 24 discos de 
dentina com aproximadamente 2 mm de espessura, os quais foram 
distribuídos, aleatoriamente em 3 grupos experimentais (n = 8). Nos 
discos do Grupo 1, o espaço referente ao canal radicular foi preenchido 
com MTA e os discos permaneceram em contato com tampão fosfato-
salino (PBS) por 30 dias. Em seguida, foi realizada a fixação dos discos, 
o embutimento em resina, o polimento e a desmineralização com HCl 
6M por 30 seg, para posterior análise em microscopia eletrônica de 
varredura (MEV). Nos discos dos grupos 2 e 3, o espaço do canal 
permaneceu vazio. Após o embutimento em resina e polimento, foi feita 
a fixação e posterior desmineralização, por 30 seg, com HCl na 
concentração de 6M e 12M respectivamente. Todos os discos foram, 
então, preparados para avaliação em MEV e energia dispersiva de Rx 
(EDX) para verificar as alterações estruturais ocorridas na dentina, bem 
como a composição química de algumas das estruturas visualizadas. O 
HCl promoveu perda de grande parte da dentina intertubular e, em 
menor grau, da dentina peritubular. As maiores alterações foram 
evidenciadas nas amostras do Grupo 3. Foi possível concluir que: o 
aspecto estrutural da dentina após a desmineralização com HCl 6M e 
12M mostrou-se similar, independentemente da interação prévia com 
MTA/PBS; as alterações estruturais foram mais evidentes nas amostras 
tratadas com HCl 12M, e a análise em MEV-EDX revelou que a 
composição das estruturas remanescentes era compatível com a da 
dentina. 
 
Palavras-chave: Ácido clorídrico, dentina desmineralizada, dentina 
intertubular, dentina peritubular, desmineralização dentinária, 









The aim of this study was to analyze the morphological appearance of 
the dentin surface after demineralization with 6M e 12M chloride acid 
(HCl), with or without previous interaction with MTA/PBS, and to 
identify the remnants composition. Methods: Twenty-four 2 mm dentin 
discs were obtained from 6 bovine teeth, and randomly divided into 3 
experimental groups (n = 8). In discs of group 1, the cavities were filled 
with MTA and the discs were imersed in PBS. After 30 days, they were 
fixed, embedded in epoxy resin, polished and demineralized with 6M 
HCl for 30 sec, for further scanning electron microscopy (SEM) 
analysis. In discs of groups 2 and 3, the cavities remained empty. After 
embedment and polishment, they were fixed and demineralized, for 30 
sec, with 6M e 12M HCl, respectively. All discs were then prepared for 
SEM and SEM-EDX analysis to verify morphological modifications on 
dentin surface and the elemental composition of some structures. 
Results: The HCl lead to a great loss of intertubular dentin and part of 
the peritubular one. The greater modifications were observed in group 3. 
Conclusions: The morphological appearance of dentin after 
demineralization with 6M e 12M HCl was similar, despite the previous 
interaction with MTA/PBS; the structural modifications were more 
significant in the samples treated with 12M HCl; and SEM-EDX 
analysis showed the composition of the remnants structures was similar 
to dentin.  
Keywords: Chloride acid, demineralized dentin, dentin 
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Figura 1.  Imagens de fotomicrografias da superfície dentinária 
do G1 (A), G2 (B) e G3 (C). A Fig 1D mostra, em 
maior aumento, a exposição das paredes dos túbulos 
dentinários íntegras (*) e fraturadas/deslocadas (*). 
A Fig. 1E apresenta espectros de EDX mostrando a 
similaridade entre as estruturas avaliadas (áreas 








Figura 2.  Imagens de fotomicrografias da região da interface 
entre o lúmen do canal e a parede dentinária mais 
interna em amostras do G2 (A) e G3 (B). Observar a 
presença da camada lisa e homogênea (). A Fig 2C 
apresenta os espectros de EDX das áreas demarcadas 







Figura 3.  Espectros de EDX das superfícies dentinárias das 
amostras do G1 (A), G2 (B) e G3 (C) mostrando 




Figura 4.  Imagens de fotomicrografias revelando maior perda 
de dentina peri e intertubular nas amostras tratadas 







Figure 1.  Photomicrographs of the MTAF-dentin interface at 7 
(A), 15 (B, C), 30 (E) and 90 (F) days. Structures 
resembling mineral deposition on the dentin surface 
and in the interior of the dentinal tubules can be 
observed () . (D) EDX spectrum revealing the 
chemical composition and the Ca/P ratio of the 
intratubular mineral deposition observed in C. 
Photomicrographs of the iRoot-dentin (G), BA-
dentin (H) and MTAB-dentin (I) interfaces. 













Figure 2.  Photomicrographs of the MTAF-dentin (A), iRoot-
dentin (E) and BA-dentin interfaces (H) from the 7-
day period. EDX spectrum of the marked areas in A: 







(C) and material () (D). EDX spectrum of the 
marked area (*) in E: supposed interfacial layer (F). 
EDX spectrum of the marked area () in E: iRoot 







Figure 3.  Photomicrograph of BA-dentin interface from the 
15-day period (A). EDX spectrum of the marked 
areas in A:  (B) and  (dentin) (C). 
Photomicrograph of the dentin from an empty tube 
(observe the intratubular mineral deposition-like 
features (*) (D). Photomicrograph (E) and EDX 
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A dentina pode ser definida como um composto biológico e 
estrutural complexo (MARSHALL, 1993; PASHLEY, 1996; 
GOLDBERG et al., 2011; BERTASSONI; STANKOSKA; SWAIN, 
2012) e heterogêneo (PASHLEY, 1996; BERTASSONI; 
STANKOSKA; SWAIN, 2012). É descrita como um tecido 
mineralizado, elástico e avascular (XU & WANG, 2012), constitui a 
maior parte da estrutura dental, envolve a cavidade pulpar em posição 
central e sustenta o esmalte, compensando sua friabilidade (TEN CATE, 
2013).  
Estudos demonstraram que 50-70% da dentina é composta por 
estrutura mineral (principalmente hidroxiapatita) (MJOR & 
FEJERSKOV, 1979; DRIESSENS & VERBEECK, 1990; MARSHALL 
et al., 1997; BEDRAM-RUSSO et al., 2008; XU & WANG, 2012), 20% 
por matriz orgânica (quase exclusivamente colágeno tipo I) (BOSKEY, 
1991; GOLDBERG & TAKAGI, 1993) e aproximadamente 10% por 
água (XU & WANG, 2012). 
 Esse tecido possui t bulos densa ente agrupados 
que atravessa  toda a sua espessura e cont   as extens es 
citoplas  ticas dos odontoblastos  c lulas que inicial ente o 
produziram e subsequentemente o mantém (PASHLEY, 1991; 
PASHLEY, 1996; HABELITZ et al., 200   G  D E G et al.  2011  
TE    TE  2013 .  s odontoblastos e seus corpos se encontra  
alinhados ao longo da superf cie interna da dentina  onde for a  os 
li ites perif ricos da polpa dent ria  TE    TE  2013 .   presença de 
túbulos confere à dentina uma característica de barreira semi-permeável 
entre o esmalte/cemento e a polpa dental (PASHLEY, 1996; 
BERTASSONI et al., 2009). 
Os túbulos dentinários são revestidos internamente pela dentina 
peritubular, que apresenta alto conteúdo mineral (95% vol.) e pouca 
matriz orgânica (proteínas não-colagenosas como as glicoproteínas, 
proteoglicanos e lipídios) (HABELITZ et al., 2007; GOTLIV & VEIS, 
2009; GOLDBERG et al., 2011; BERTASSONI; STANKOSKA; 
SWAIN, 2012). Entre os túbulos dentinários está localizada a dentina 
intertubular, que é composta por uma matriz colagenosa com menor teor 
mineral (30% vol.) (PASHLEY, 1991; MARSHALL et al., 1993; 
GOTLIV & VEIS, 2009; GOLDBERG et al., 2011; BERTASSONI; 
STANKOSKA; SWAIN, 2012). Além dessa diferença, a dentina 
peritubular é lisa e densa, enquanto a intertubular se apresenta granulosa 
e desorganizada (GOTLIV & VEIS, 2009; BERTASSONI; 
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STANKOSKA; SWAIN, 2012). Essa diferença de composição química 
e estrutural resulta em um comportamento diverso das diferentes áreas 
da dentina frente ao processo de desmineralização (MARSHALL et al., 
1993; MARSHALL et al., 1997).  
Vários procedimentos em odontologia, tanto na prática clínica 
quanto na de pesquisa, preconizam a desmineralização da superfície 
dentinária por meio de condicionamento ácido (SAURO et al., 2010; 
TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 2012). Nas pesquisas ex vivo, a 
solução de ácido clorídrico 6M é normalmente utilizada no preparo das 
amostras para estudo em microscopia eletrônica de varredura (MEV), 
com o intuito de permitir a observação ultraestrutural da dentina 
(PERDIGÃO, 1996). 
O processo de desmineralização afeta tanto a dentina peri 
quanto a intertubular, provocando perda de conteúdo mineral e 
exposição de componentes orgânicos como a lamina limitans, 
filamentos e macromoléculas (THOMAS, 1984; BERTASSONI; 
STANKOSKA; SWAIN, 2012). A perda mineral promove aumento do 
diâmetro dos túbulos e, consequentemente, um aumento da 
permeabilidade, fator que pode ser determinante na adesão química e/ou 
mecânica de diferentes materiais à dentina desmineralizada (SAURO et 
al., 2010; HASHEMINIA et al., 2012; TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 
2013; AHUJA et al., 2014).  
Nos estudos com materiais restauradores (FERRARI; VICHI; 
GRANDINI, 2001) e reparadores (SARKAR et al., 2005; REYES-
CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; REYES-CARMONA; 
FELIPPE; FELIPPE, 2010; DREGER et al., 2012), imagens obtidas por 
meio de MEV sugerem que a interação químico-mecânica entre esses 
materiais e a dentina resulta na formação de uma camada intermediária, 
e de prolongamentos (tags) que se projetam para o interior dos túbulos 
dentinários. 
Em relação aos materiais reparadores (biomateriais) e de forma 
mais específica ao MTA, Reyes-Carmona, Felippe, Felippe (2009) 
verificaram, in vitro, que a interação do MTA-dentina-PBS resultou na 
deposição de apatita carbonatada na interface material/dentina e no 
interior dos túbulos dentinários. Os autores afirmaram que foi possível 
distinguir, por meio de MEV, estruturas tipo tags que lembravam a 
dentina peritubular desmineralizada. Outros autores também relataram a 
formação de uma intercamada e de projeções tipo tags para o interior 
dos túbulos dentinários (SARKAR et al., 2005; REYES-CARMONA; 
FELIPPE; FELIPPE, 2009; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 
2010; DREGER et al., 2012).  
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Ao estudar, in vivo, a interação de diferentes biomateriais com a 
dentina, Felippe (2012) também verificou a formação de estruturas 
similares à deposição mineral sobre a dentina e nos túbulos dentinários. 
Entretanto, a autora atentou para o fato de que tais estruturas, com 
composição semelhante à dentina adjacente, também foram encontradas 
nas amostras do grupo-controle, nas quais não foi utilizado qualquer 
biomaterial. Este achado levantou a hipótese de que a suposta deposição 
intratubular fosse, na verdade, parte da dentina peritubular exposta pela 
ação do ácido clorídrico empregado no preparo das amostras para MEV. 
Conforme a autora, é possível que, em alguns desses estudos prévios 
(SARKAR et al., 2005; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 
2009; DREGER et al., 2012) tenha havido falha na interpretação de 
algumas imagens, ou seja, que remanescentes da dentina peritubular 
tenham sido confundidos com deposição de apatita carbonatada no 
interior dos túbulos dentinários.  
Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram: i) avaliar, 
de forma subjetiva, o aspecto estrutural da dentina após 
desmineralização com ácido clorídrico 6M e 12M, com ou sem 
interação prévia com MTA/PBS; e ii) identificar, quando necessário, os 
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Introdução: O objetivo deste trabalho foi avaliar, de forma subjetiva, o 
aspecto estrutural da dentina após desmineralização com ácido 
clorídrico (HCl) 6M e 12M, com ou sem interação prévia com 
MTA/PBS, e identificar, quando necessário, os elementos constituintes 
da estrutura remanescente. Métodos: A partir de 6 dentes bovinos, 
foram obtidos 24 discos de dentina com aproximadamente 2 mm de 
espessura, os quais foram distribuídos, aleatoriamente em 3 grupos 
experimentais (n = 8). Nos discos do Grupo 1, o espaço referente ao 
canal radicular foi preenchido com MTA e os discos permaneceram em 
contato com tampão fosfato-salino (PBS) por 30 dias. Em seguida, foi 
realizada a fixação dos discos, o embutimento em resina, o polimento e 
a desmineralização com HCl 6M por 30 seg, para posterior análise em 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). Nos discos dos grupos 2 e 
3, o espaço do canal permaneceu vazio. Após o embutimento em resina 
e polimento, foi feita a fixação e posterior desmineralização, por 30 seg, 
com HCl na concentração de 6M e 12M respectivamente.  Todos os 
discos foram, então, preparados para avaliação em MEV e energia 
dispersiva de Rx (EDX) para verificar as alterações estruturais ocorridas 
na dentina, bem como a composição química de algumas das estruturas 
visualizadas. Resultados: O HCl promoveu perda de grande parte da 
dentina intertubular e, em menor grau, da dentina peritubular. As 
maiores alterações foram evidenciadas nas amostras do Grupo 3. 
Conclusões: o aspecto estrutural da dentina após a desmineralização 
com HCl 6M e 12M mostrou-se similar, independentemente da 
interação prévia com MTA/PBS; as alterações estruturais foram mais 
evidentes nas amostras tratadas com HCl 12M, e a análise em MEV-
EDX revelou que a composição das estruturas remanescentes era 
compatível com a da dentina. 
 
Palavras-chave: Ácido clorídrico, dentina desmineralizada, dentina 
intertubular, dentina peritubular, desmineralização dentinária, 





Introduction: The aim of this study was to analyze the morphological 
appearance of the dentin surface after demineralization with 6M e 12M 
chloride acid (HCl), with or without previous interaction with 
MTA/PBS, and to identify the remnants composition. Methods: 
Twenty-four 2 mm dentin discs were obtained from 6 bovine teeth, and 
randomly divided into 3 experimental groups (n = 8). In discs of group 
1, the cavities were filled with MTA and the discs were imersed in PBS. 
After 30 days, they were fixed, embedded in epoxy resin, polished and 
demineralized with 6M HCl for 30 sec, for further scanning electron 
microscopy (SEM) analysis. In discs of groups 2 and 3, the cavities 
remained empty. After embedment and polishment, they were fixed and 
demineralized, for 30 sec, with 6M e 12M HCl, respectively. All discs 
were then prepared for SEM and SEM-EDX analysis to verify 
morphological modifications on dentin surface and the elemental 
composition of some structures. Results: The HCl lead to a great loss of 
intertubular dentin and part of the peritubular one. The greater 
modifications were observed in group 3. Conclusions: The 
morphological appearance of dentin after demineralization with 6M e 
12M HCl was similar, despite the previous interaction with MTA/PBS; 
the structural modifications were more significant in the samples treated 
with 12M HCl; and SEM-EDX analysis showed the composition of the 
remnants structures was similar to dentin.  
Keywords: Chloride acid, demineralized dentin, dentin 






Diversos procedimentos em odontologia, tanto na prática 
clínica quanto na de pesquisa, preconizam a desmineralização da 
superfície dentinária por meio de condicionamento ácido (PERDIGÃO, 
1996; SAURO et al., 2010; TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 2012). O 
processo de desmineralização afeta tanto a dentina peri quanto a 
intertubular, provocando perda de conteúdo mineral e exposição de 
componentes orgânicos (THOMAS, 1984; BERTASSONI; 
STANKOSKA; SWAIN, 2012).  
Em alguns estudos com materiais restauradores (FERRARI; 
VICHI; GRANDINI, 2001) e com materiais reparadores (SARKAR et 
al., 2005; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; REYES-
CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2010; DREGER et al., 2012), 
imagens obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) sugerem que a interação químico-mecânica entre esses materiais 
e a dentina resulta na formação de uma camada intermediária (SARKAR 
et al., 2005) e de prolongamentos (tags) (FERRARI; VICHI; 
GRANDINI, 2001; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; 
REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2010; DREGER et al., 
2012) que se projetam para o interior dos túbulos dentinários. 
Em relação aos materiais reparadores (biomateriais) e de forma 
mais específica ao MTA, Reyes-Carmona, Felippe, Felippe (2009) 
verificaram, in vitro, que a interação do MTA-dentina-PBS resultou na 
deposição de apatita carbonatada na interface material/dentina e no 
interior dos túbulos dentinários.  
Ao estudar, in vivo, a interação de diferentes biomateriais com a 
dentina, Felippe (2012) também verificou a formação de estruturas 
similares à deposição mineral sobre a dentina e no interior dos túbulos 
dentinários. Entretanto, a autora atentou para o fato de que tais 
estruturas, com composição semelhante à dentina adjacente, também 
foram encontradas nas amostras do grupo-controle, nas quais não foi 
utilizado qualquer biomaterial. Este achado levantou a hipótese de que a 
suposta deposição intratubular fosse, na verdade, parte da dentina 
peritubular exposta após a ação do ácido clorídrico empregado no 
preparo das amostras para MEV. Conforme a autora, é possível que, em 
estudos prévios (SARKAR et al., 2005; REYES-CARMONA; 
FELIPPE; FELIPPE, 2009; DREGER et al., 2012) tenha havido falha na 
interpretação de algumas imagens, ou seja, que remanescentes da 
dentina peritubular tenham sido confundidos com deposição de apatita 
carbonatada no interior dos túbulos dentinários.  
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Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram: i) avaliar, 
de forma subjetiva, o aspecto estrutural da dentina após 
desmineralização com ácido clorídrico (HCl) 6M e 12M com ou sem 
interação prévia com MTA/PBS; e ii) identificar, quando necessário, os 
elementos constituintes das estruturas remanescentes. 
 
 
Material e métodos 
Obtenção e preparo das amostras  
Foram utilizados 6 dentes unirradiculados, oriundos de 
bezerros, com idade aproximada de 30 meses, abatidos para fins 
comerciais. Após a extração, os dentes foram lavados em água destilada, 
raspados com curetas periodontais (Hu-Friedy, Rio de Janeiro, Brasil) e 
armazenados a 5˚  em hipoclorito de sódio (NaOCl) 5% para 
desinfecção. As porções coronária e apical dos dentes foram removidas 
a fim de se obter tubos de dentina de aproximadamente 10 mm de 
comprimento. O espaço referente ao canal radicular foi ampliado com 
pontas diamantadas 4083 (Microdont, São Paulo, Brasil). 
Após a esterilização, 4 discos de dentina de 2 mm de espessura 
foram obtidos a partir de cada tubo (n = 24) com auxílio da máquina de 
corte Isomet (Buehler, Lake Bluff, Estados Unidos). Em seguida, os 
discos foram imersos em EDTA 17% por 3 min e NaOCl 2% por mais 3 
min para remoção da lama dentinária. Então, foram lavados com água 
destilada, secos, e separados em grupos conforme descrito a seguir. 
 
Divisão dos grupos 
Os 24 discos de dentina foram divididos aleatoriamente em 3 
grupos (n = 8): 
 
Grupo 1 
Nos discos desse grupo, o espaço do canal foi preenchido com 
MTA (Angelus Soluções Odontológicas, PR, Brasil), o qual foi 
manipulado seguindo as orientações do fabricante. Estes discos foram 
imersos em tampão fosfato-salino (PBS) (pH 7,2), e permaneceram em 
estufa a 37°C por 30 dias, sendo que a solução de PBS foi trocada a 
cada 5 dias. 
Passados os 30 dias, os discos foram removidos do PBS, 
lavados em água destilada, fixados em solução de glutaraldeído 2,5% 
ta ponado co  cacodilato 0 2M por 12 h a 4˚   lavados e  solução 
tampão cacodilato 0,2 M durante 1 h com 2 trocas, seguida de uma 
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breve lavagem com água destilada, e desidratados em concentrações 
crescentes de álcool etílico (50-100%). 
Após a desidratação, os discos foram embutidos em resina 
epoxi, e decorrido o tempo de polimerização da resina (±18 h), uma das 
superfícies do disco foi polida co  lixas de papel d’ gua de granulaç es 
decrescentes (600-1200) e disco de feltro com pastas de polimento (0,5 e 
0,03μ).  Em seguida, os discos foram levados ao ultrassom em álcool 
etílico absoluto por 5 min. Após a secagem, foram imersos em HCl 6M 
por 30 seg, brevemente lavados em água destilada, imersos em NaOCl 
2% por 10 min e em água destilada pelo mesmo período de tempo. Os 
discos, então, permaneceram em estufa a 37°C durante 48 h.  
 
Grupos 2 e 3 
Nos discos desses grupos não foi usado qualquer material para 
o preenchimento do espaço do canal radicular. Logo após a remoção da 
lama dentinária, foi feito o embutimento em resina epoxi, fixação e 
desidratação como citado anteriormente para o Grupo 1. Terminada a 
desidratação, os discos foram imersos por 30 seg em HCl 6M (Grupo 2) 
e em HCl 12M (Grupo 3), brevemente lavados em água destilada, 
imersos em NaOCl 2% por 10 min e em água destilada pelo mesmo 
período de tempo, e colocados em estufa a 37°C durante 48 h.  
 
Microscopia eletrônica de varredura 
Após a secagem, as superfícies a serem analisadas foram 
recobertas com uma camada de ouro de 300 Å e analisadas por meio de 
um microscópio eletrônico de varredura (Philips SEM XL 30; Philips, 
Eindhoven, Netherlands) , operando com 10 Kv.  
Com o propósito de avaliar o aspecto estrutural da dentina após 
a desmineralização, áreas da dentina referentes a interface e próximas a 
ela foram analisadas em aumentos de 200-3000x. Em algumas amostras, 
a composição química da dentina e do material foi analisada por energia 
dispersiva de Rx (EDX) a fim de registrar os principais elementos 





De forma geral, foi observado que a superfície dentinária de 
todas as amostras apresentava-se desmineralizada, com perda de grande 
parte da dentina intertubular, e perda em menor grau da dentina 
peritubular (Figs. 1A, 1B e 1C), evidenciando a parede dos túbulos 
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dentinários. A maioria dessas paredes apresentava-se íntegra, e algumas 
“fraturadas/deslocadas”  Fig. 1D .   an lise ele ental revelou que as 
estruturas avaliadas tinham composições similares (Fig. 1E ). 
A partir da análise das fotomicrografias obtidas em MEV, foi 
possível observar, em amostras dos Grupos 2 e 3, a presença de uma 
camada lisa e homogênea na região da interface entre o lúmen do canal 
e a parede dentinária mais interna (Figs. 2A e 2B). Por meio da análise 
em MEV-EDX foi possível verificar que a composição elemental dessa 
camada e da resina era similar (Fig. 2C). 
A interação prévia da dentina com MTA/PBS (Grupo 1) não 
resultou em alterações estruturais e/ou modificações no resultado da 
análise elemental quando comparado com o das amostras dos Grupos 2 
e 3 (Fig. 3). 
Nas amostras do Grupo 3 (HCl12M), a perda de dentina inter e 




Figura 1. Imagens de fotomicrografias da superfície dentinária do G1 (A), G2 
(B) e G3 (C). A Fig 1D mostra, em maior aumento, a exposição das paredes dos 
túbulos dentinários íntegras (*) e fraturadas/deslocadas (*). A Fig. 1E apresenta 
espectros de EDX mostrando a similaridade entre as estruturas avaliadas (áreas 





Figura 2. Imagens de fotomicrografias da região da interface entre o lúmen do 
canal e a parede dentinária mais interna em amostras do G2 (A) e G3 (B). 
Observar a presença da camada lisa e homogênea (). A Fig 2C apresenta os 





Figura 3. Espectros de EDX das superfícies dentinárias das amostras do G1 





Figura 4. Imagens de fotomicrografias revelando maior perda de dentina peri e 





A utilização da MEV como ferramenta para estudar dentina 
desmineralizada é bem fundamentada na literatura. A metodologia de 
preparo para visualização das amostras utilizada neste estudo foi 
proposta por Perdigão (1996), e validada posteriormente por outros 
autores (REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; DREGER et 
al., 2012). A análise em EDX tem sido empregada para avaliar a 
composição elemental das estruturas visualizadas no microscópio 
eletrônico de varredura (REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 
2009; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2010; DREGER et 
al., 2012). 
O uso de dentes humanos para fins de estudo está cada vez 
menos frequente. Além de dificuldades com a sua obtenção, o número 
amostral, a qualidade, a padronização anatômica e questões éticas 
restringem sua utilização. Para que não haja prejuízo nas pesquisas 
científicas, é interessante que se tenha alternativas aos dentes humanos. 
Neste estudo, foram utilizados dentes bovinos, pois já foi comprovado 
que a dentina bovina apresenta semelhança morfológica, mecânica e 
bioquímica com a dentina humana (SCHILKE et al., 2000; FONSECA 
et al., 2008; CASTANHO, 2010; KATO et al., 2011). 
 A análise das imagens de todas as amostras revelou 
que o HCl, empregado no preparo para MEV, promoveu perda de 
grande parte da dentina intertubular e, em menor grau, da dentina 
peritubular, corroborando resultados de estudos anteriores 
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(MARSHALL et al., 1993; PASHLEY, 1996; MARSHALL et al., 1997; 
KUNTZE, 2016). As maiores alterações foram evidenciadas nas 
amostras do Grupo 3 (HCl12M), provavelmente devido a maior 
concentração do HCl, como já relatado em estudo anterior (KUNTZE, 
2016). 
 A maior desmineralização da dentina intertubular permitiu a 
visualização de estruturas tubulares, ora íntegras, ora 
fraturadas/deslocadas, cuja análise elemental revelou ter composição 
semelhante à da dentina adjacente, o que nos leva a deduzir que tais 
estruturas são remanescentes da dentina peritubular. 
Estes resultados se contrapõem aos de outros autores (REYES-
CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2009; DREGER et al., 2012), os 
quais identificaram estruturas semelhantes como sendo deposição 
mineral intratubular (tipo tags); e reforça a hipótese formulada por 
Felippe em 2012, de que parte da dentina peritubular exposta pode ser 
confundida com a formação de apatita carbonatada no interior dos 
túbulos dentinários. Giachetti; Bertini; Russo (2004) também já haviam 
atentado para a falha na interpretação dos tags quando estudaram a 
interação resina/adesivo/dentina.  
Imagens semelhantes também foram descritas por outros 
pesquisadores (ISOKAWA; TODA; KUBOTA, 1970; THOMAS & 
CARELLA, 1983; THOMAS, 1984; BERTASSONI; STANKOSKA; 
SWAIN, 2012), que sugeriram tratar-se da lamina limitans, parte 
orgânica da dentina peritubular que resiste ao processo de 
desmineralização. No entanto, como já mencionado, a análise elemental 
das estruturas visualizadas nesta pesquisa revelou tratar-se de uma 
estrutura mineral e não orgânica. 
A análise em MEV-EDX da camada lisa e homogênea na 
superfície mais interna da dentina das amostras dos Grupos 2 e 3 
revelou elementos químicos compatíveis com a composição da resina 
empregada no embutimento dos discos. (Fig. 3). É provável que esta 
camada tenha se formado em decorrência do polimento das amostras. 
 utores a tê  descrito co o “interca ada”  resultado do processo de 
biomineralização após a interação de biomateriais com a dentina 
(SARKAR et al., 2005; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 
2009; REYES-CARMONA; FELIPPE; FELIPPE, 2010; DREGER et 
al., 2012). Vale ressaltar que nos trabalhos acima mencionados, as 
amostras também foram submetidas ao embutimento em resina e 
polimento. Interessantemente, no trabalho de Felippe (2012), as 
amostras não foram submetidas ao embutimento e polimento, e 
nenhuma intercamada foi visualizada. A ausência desta camada nas 
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amostras do Grupo 1 pode ser em função da presença do MTA no 
espaço do canal radicular, o que impediu a penetração da resina. 
Os resultados obtidos na presente pesquisa apontam para a 
necessidade de uma diferenciação mais acurada entre a constituição da 
dentina remanescente após a desmineralização e de possíveis estruturas 
formadas a partir da interação da dentina com diferentes materiais 





Foi possível concluir que: o aspecto estrutural da dentina após a 
desmineralização com HCl 6M e 12M mostrou-se similar, 
independentemente da interação prévia com MTA/PBS; as alterações 
estruturais foram mais evidentes nas amostras tratadas com HCl 12M, e 
a análise em MEV-EDX revelou que a composição das estruturas 
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Biomaterial-Dentin Interface Evaluation: an In Vivo Study 
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Introduction: Mineral trioxide aggregate (MTA) has been considered a 
bioactive material because of its ability to produce carbonated apatite. 
However, there is little information about the bioactivity of new 
bioaggregates introduced in the market. This study analyzed the 
interaction of the cements MTA FILLAPEX (MTAF), iRoot SP, 
DiaRoot Bioaggregate (BA) and MTA Branco (MTAB) with dentin in 
vivo. Methods:  One hundred and sixty human dentin tubes were 
randomly divided in 4 experimental and 1 control group (n = 8/group). 
After filling with the materials, the tubes of experimental groups were 
implanted subcutaneously in 32 rats at four sites equidistant from the 
dorsal area. The tubes of control group remained empty and were 
implanted in a fifth site. After 7, 15, 30 and 90 days the animals were 
euthanized and the dentin tubes retrieved for SEM/EDX analysis. 
Results: The SEM analysis showed that in most of the tubes filled with 
MTAF, and in a few tubes filled with iRoot and BA, structures 
resembling mineral deposition on the dentin surface and in the interior 
of the dentinal tubules were detected. The EDX analysis revealed that 
the calcium/phosphate ratios from these structures were variable and 
compatible with that of dentin. Surprisingly, the same structures were 
detected in the empty tubes (control group). In the MTAB group, no 
structures could be detected. Conclusion: It was concluded that the 
interaction of the cements with dentin did not lead to a biomineralization 
process, since the composition of the analysed structures was similar to 
the subjacent dentin. 
Keywords: Bioactivity, bioaggregates, biomineralization, carbonated 





Since its introduction in endodontics (1993), mineral trioxide 
aggregate (MTA) has been widely used in root perforation (1, 2), 
pulpotomy (3), root-end filling (4), and apical plugs (5) because of its 
biocompatibility (5,6) and sealing ability (4, 7-9). 
The biocompatibility of MTA is related to its bioactivity and 
ability to induce mineral precipitation when in contact with phosphate-
buffered saline (PBS) in a process called biomineralization (10-12). The 
calcium ions released by MTA interact with the phosphate ions from 
PBS and precipitate hydroxyapatite, leading to the formation of a layer 
on the cement surface that chemically adheres to the dentin (10). In 
contact with PBS, the ProRoot MTA, MTA BIO, MTA Branco and 
white Portland cements precipitate carbonated apatite, resulting in the 
formation of a mineralized layer in the dentin-cement interface and 
mineral precipitation in the interior of dentinal tubules (12). The mineral 
deposition increases with time (13) and has a positive influence on the 
push-out bond strength of these cements to the dentin (14). 
Studies have also demonstrated that the biomineralization 
process occurs after the implantation of dentin tubes containing MTA in 
the subcutaneous tissue of mice (15) and rats (16). Despite their good 
biological properties, MTA-based cements present some physical 
properties that impair their use as root canal sealers (17). To maintain its 
biological properties and improve its physical properties, new cements 
based on bioceramics (18) were developed: MTA FILLAPEX (Angelus 
Soluções Odontológicas, PR, Brazil), iRoot SP (Innovative Bioceramix, 
Vancouver, Canada) and DiaRoot Bioaggregate (DiaDent Group 
International, BC, Canada). 
MTA FILLAPEX (MTAF) is a MTA-based root-canal sealer 
composed of resin, nanoparticulated silica, MTA, bismuth oxide and 
pigments. iRoot SP (iRoot) was also developed for root canal filling. 
Composed of calcium silicate, calcium phosphate, calcium hydroxide 
and thickener agents, it can be easily applied and does not contain 
alumina. DiaRoot Bioaggregate (BA) is similar to MTA and is indicated 
for perforation, root-end filling, apexification, resorption and pulp-
capping. BA was the first reparative cement to be developed with 
nanoparticles (19). It contains calcium, calcium hydroxide, 
hydroxyapatite, tantalum and silicon oxide. 
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There is few information about the interaction of these new 
cements with dentin (20). Therefore, the purpose of this study was to 
evaluate the occurrence of mineral deposition in the dentin-cement 
interface after the implantation of dentin tubes filled with MTAF, iRoot, 
BA and MTA Branco (MTAB) in rat subcutaneous tissue. 
Materials and Methods 
The research protocol was approved by the Ethics Committee 
for Research with Human Beings and by the Animal Ethics Screening 
Committee. 
Preparation of Specimens 
The crowns and apical thirds from the roots of 160 single-
rooted extracted human teeth were removed to obtain 7-mm-length 
dentin tubes. The space of each root canal was enlarged with Gates-
Glidden burs to obtain 1.3-mm-diameter cavities. The dentin tubes were 
washed with distilled water and autoclaved. Before implantation, they 
were irrigated with 17% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
followed by a 1% sodium hypochlorite solution (SH), and dried. The 
samples were then randomly divided into 4 experimental and one 
control group (n = 32/group). In the experimental groups, the cavities of 
each tube were filled with MTAF, iRoot, BA or MTAB. The cements 
were  ixed according to the  anufacturer’s instructions. The control 
group tubes remained empty. 
Tube Implantation 
A total of 32 male Wistar rats (Rattus norvegicus), weighing 
between 250 and 300 g, were used. The animals were anesthetized with 
2% xylazine (Anasedan, Sespo Ind. e Com. Ltda, Paulínia, SP, Brasil) 
and 10% ketamine hydrochloride (Dopalen, Sespo, Brasil). After 
tricotomy and asepsis, two 2-cm incisions were made in the backs of the 
rats, and the skin was deflected to create 5 sites. Four dentin tubes, each 
filled with one of the cements, and one empty tube (control) were 
implanted, one at each site, following a previously established 
placement order, with turnover of the materials in the regions. The edges 
of the incision were properly approximated and sutured. The animals 
were euthanized after 7, 15, 30 and 90 days (n = 8). Then, the dentin 
tubes were removed, washed in distilled water and prepared for 
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scanning electron microscope (SEM) analysis of the dentin-material 
interface (16). 
SEM Analysis 
The specimens were mounted on aluminum stubs and sputter-
coated with two 300-Å gold layers. They were then observed under a 
SEM (Philips SEM XL 30; Philips, Eindhoven, Netherlands) at an 
accelerating voltage of 15 kV. The cement-dentin interface was 
examined at different magnifications (20-17000x) to evaluate the 
occurrence of mineral deposition in the dentin-cement interface. When 
detected, its elemental composition was investigated by energy 
dispersive x-ray analysis (EDX) with a SEM (Philips SEM XL 30). 
Results 
In most of the tubes filled with MTAF, structures resembling 
mineral deposition on the dentin surface and in the interior of the dentinal 
tubules could be observed  (Fig. 1A, 1B, 1C, 1E, 1F). At 7 and 30 days, 
they were detected in all tubes, and at 15 and 90 days, in 7 of 8 samples. 
Such structures were also found in a few tubes filled with iRoot (1G) and 
BA (1H), and, interestingly, in the empty tubes (control group) (1J). The 
SEM/EDX analysis showed that structures were composed mainly of 
calcium and phosphorus (Fig. 1D, 2B, 2C) in variable proportions. In 
contrast, in the MTAB group (Fig. 1I), no structures could be detected. 





Figure 1. Photomicrographs of the MTAF-dentin interface at 7 (A), 15 (B, C), 
30 (E) and 90 (F) days. Structures resembling mineral deposition on the dentin 
surface and in the interior of the dentinal tubules can be observed () . (D) 
EDX spectrum revealing the chemical composition and the Ca/P ratio of the 
intratubular mineral deposition observed in C. Photomicrographs of the iRoot-
dentin (G), BA-dentin (H) and MTAB-dentin (I) interfaces. Photomicrograph 




Figure 2. Photomicrographs of the MTAF-dentin (A), iRoot-dentin (E) and 
BA-dentin interfaces (H) from the 7-day period. EDX spectrum of the marked 
areas in A: intratubular mineral deposition () (B), dentin () (C) and material 
() (D). EDX spectrum of the marked area (*) in E: supposed interfacial layer 
(F). EDX spectrum of the marked area () in E: iRoot (G). Photomicrograph 

































Figure 3. Photomicrograph of BA-dentin interface from the 15-day period (A). 
EDX spectrum of the marked areas in A:  (B) and  (dentin) (C). 
Photomicrograph of the dentin from an empty tube (observe the intratubular 
mineral deposition-like features (*) (D). Photomicrograph (E) and EDX 
spectrum (F) of a crystal observed over the dentin. 

























The methodology used in this study has already been used in 
previous studies that claimed to evaluate the biomineralization process 
(Dreger et al., 2012; Reyes-Carmona et al., 2010b).  
The results showed differences between the tested materials. In 
most of the tubes filled with MTAF, and in a few tubes filled with iRoot 
and BA, structures resembling mineral deposition on the dentin surface 
and in the interior of the dentinal tubules were detected. 
In the dentin-cement interface, some images suggested the 
formation of a mineral layer, regardless of the group (Figs. 1E, 2E e 
2H). However, the EDX analysis showed that this layer had composition 
similar to the material (Figs. 2F and 2G). 
In the interior of the dentinal tubules, the EDX analysis showed 
that the composition of this supposed mineral deposition was similar to 
the adjacent dentin (Fig. 3B and 3C). Probably, the acid used for the 
preparation of the specimens for SEM analysis may have decalcified the 
intertubular dentin (less calcified), exposing the peritubular dentin (more 
calcified). We believe that these structures were wrongly interpreted as 
mineral deposition in the interior of the tubules in previous studies (15, 
16). The analysis of the empty tubes (control group) showed the same 
structures (Fig. 3D), which reinforces this hypothesis. 
 Structures similar to the apatite crystals described by Tay et 
al. (2007) and Reyes-Carmona et al. (2009) were observed on dentin 
surface of some samples of MTAF and MTAB groups (Fig. 3E). 
However, the EDX analysis showed that these crystals were mainly 
composed of bismuth (Fig. 3F), suggesting they were transferred from 
the material to the dentin surface during the polishing. 
 The EDX analysis revealed the presence of silicon on the 
dentin adjacent to all materials. This observation was likely due to the 
capacity of the dentin to absorb this element from the material (Han and 
Okiji, 2011). In addition, the samples were kept in vials with silica for 
the dehydration process. 
 Interestingly, MTAB did not show any sign of mineral 
deposition (Fig. 1I), in contrast to other in vivo studies (Dreger et al., 
2012; Reyes-Carmona et al., 2010b). The reason for this difference is 





It was concluded that the interaction of the cements with 
dentin did not lead to a biomineralization process, since the composition 
of the analysed structures was similar to the subjacent dentin.  
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